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摘要 :【 目 的】 本 研究 旨 在 克隆 并 分 析 一 种 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 又 头 框 蛋白 A (forkhead box 
protein A, FoxA) 类 似 蛋 白 基 因 HarmFoxAl ,探讨 2- 十 三 烷 酮 胁迫 下 棉铃 虫 中 肠 中 HarmFoxAl 的 表 
达 情 况 ,为 进一步 明确 棉铃 贝 FoxA 的 功能 和 参与 棉铃 虫 生长 发 育 的 调控 通路 提供 依据 。【 方 法 】 
从 棉铃 虫 幼虫 中 肠 中 扩 增 得 到 HarmFoxAl 的 cDNA 序列 ,并 对 其 氨基 酸 序 列 和 蛋白 结构 进行 分 析 。 
将 HarmFoxAl 的 ORF 序列 连接 至 pET32a 载体 并 转化 大 肠 杆 菌 Escherichia coli Transetta 菌株 ,IPTC 
诱导 后 检测 目的 蛋白 的 表达 形式 ,并 利用 镍 柱 亲 和 层 析 法 纯化 融合 蛋白 。 通 过 qPCR 检测 棉铃 由 
不 同 发 育 阶段 (1 -6 龄 幼虫 和 预 晴 ) ,6 龄 幼虫 不 同 组 织 (脂肪 体 、 中 肠 、 体 壁 和 头 部 ) 以 及 10 mgg 
2- 十 三 烷 酮 处 理 6 冷 幼虫 不 同时 间 后 中 上 肠 中 HarmFoxAl 的 表达 谱 。 [ 24) HarmFoxAl (GenBank 
登录 号 : XM_021331806) 的 开放 阅读 框 为 669 bp ,编码 222 个 氨基 酸 ,蛋白 的 相对 分 子 质量 和 等 电 
点 分 别 为 25.03 kD 和 6.34。 和 氨基 酸 序列 分 析 表 明 ,HarmFoxAl 单 体 蛋白 无 信号 肽 、 跨 膜 区 和 二 硫 
键 ,核心 区 域 是 由 4 个 a 螺旋 和 3 个 B 折 过 组 成 的 球状 结构 。 将 重组 的 Transetta ( pET32a- 
HarmFoxAl) 菌株 用 0.5 mmol/L IPTG 在 25% 条 件 下 诱导 5 h, 约 45 kD 的 融合 蛋白 His-HarmFoxAl 
能 以 可 溶 的 形式 存在 于 重组 菌 中 ,这 与 预测 的 分 子 量 (42.8 kD) 相 一 致 。 发 育 阶 段 特 异性 表达 谱 
表明 ,HarmFoxAl 在 棉铃 下 1 -3 龄 幼虫 期 6 Hoh eM FOTIA IIH AKA, LAMM RATER, 
组 织 表达 谱 结 果 表 明 ,该 基因 在 6 龄 幼虫 的 脂肪 体 、 中 肠 和 体 壁 中 表达 ,上 且 脂肪 体内 的 表达 量 最 高 ， 
而 在 头 部 中 不 表达 。10 mg/g 2- 十 三 烷 酮 处 理 棉 铃 由 6 龄 幼虫 后 中 肠 中 HarmFoxAl 的 表达 量 显 著 
降低 ,但 随 着 时 间 延 长 其 表达 量 逐 渐 升 高 ,处 理 48 h 后 表达 量 显 著 高 于 对 照 。 【结论 ] MAR 
HarmFoxAl 在 预 肾 期 和 幼虫 脂肪 体 中 表达 量 最 高 ,2- 十 三 烷 酮 处 理 幼 虫 后 HarmFoxAl 的 表达 量 急速 
降低 后 逐渐 升 高 ,推测 其 在 棉铃 虫 变态 发 育 和 解毒 代谢 过 程 中 发 挥 重要 作用 。 
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Abstract: [Aim] This study aims to clone and analyze the forkhead box protein A ( FoxA ) -like protein 
gene HarmFoxAl from Helicoverpa armigera, and to investigate its expression profiles after the larval 


midgut was subjected to 2-tridecanone treatment, so as to provide a theoretical basis for further studying 
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the function and regulatory pathway of FoxA involved in the growth and developmental process of H. 
armigera. { Methods] The cDNA sequence of HarmFoxAl was cloned from the larval midgut of H. 
armigera, and its amino acid sequence and protein structure were analyzed. The recombinant vector 
pET32a-HarmFoxAl was constructed and transformed into Escherichia coli Transetta strain. The fusion 
protein His-HarmFoxAl was induced by IPTG in Transetta (pET32a-HarmFoxAl) strain, and was purified 
using the Ni-NTA affinity chromatography. The expression profiles of HarmFoxAl in different 
developmental stages (1st - 6th instar larva and prepupa) , tissues (fat body, midgut, integument and 
head) of the 6th instar larva, and midguts of the 10 mg/g 2-tridecanone treated 6th instar larvae of H. 
armigera at different time post treatment were detected by qPCR. [Results] The open reading frame of 
HarmFoxAl (GenBank accession no.: XM __021331806) is 669 bp, encoding 222 amino acids. The 
predicted molecular weight and isoelectric point of HarmFoxAl protein are 25. 03 kD and 6. 34, 
respectively. HarmFoxAl is a monomer protein without signal peptide, transmembrane region and 
disulfide bond, and its core sequence consists of four a-helixes and three B-sheets. After the Transetta 
( pET32a-HarmFoxAl) strain was induced by 0.5 mmol/L IPTG for 5 h at 25°, a ~45 kD soluble 
fusion protein His-HarmFoxAl was expressed in the strain, which is consistent with the predicted 
molecular weight (42.8 kD). Developmental stage-specific expression profiles revealed that HarmFoxAl 
was expressed in the Ist, 2nd, 3rd and 6th instar larva and prepupa, with the highest expression level in 
the prepupa. Tissue expression profiles revealed that HarmFoxAl was expressed in the fat body, midgut 
and integument of the 6th instar larva, with the highest expression level in fat body, while not expressed 
in the head. When the 6th instar larvae were exposed to 10 mg/g 2-tridecanone, the expression level of 
HarmFoxAl in the midgut was significantly decreased first, and then gradually increased with the exposure 
time, being significantly higher than that of the control group at 48 h after treatment. [ Conclusion ] 
HarmFoxAl is highly expressed in the prepupal stage and larval fat body of H. armigera. After the H. 
armigera larvae are exposed to 2-tridecanone, the expression level of HarmFoxAl significantly decreases 
first and then gradually rises in larval midgut. Therefore, we presume that HarmFoxAl may play an 
important role in metamorphosis and metabolic detoxification of H. armigera. 
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1988 年 ,Jiirgens 和 Weigel 在 果 晶 Drosophila WE 
胎 中 新 发 现 了 一 个 无 母 本 效应 、 有 区 域 特异 性 的 同 
源 基 因 fork head (fkh) ,fh 的 突变 体会 形成 异 位 表 
型 的 头 , 即 出 现 又 头 现 象 ;同时 发 现 fc 的 表达 促进 
前 部 原 头 区 和 后 部 尾 区 的 发 育 , 而 对 于 中 部 原 躯 的 
分 节 发 育 过 程 却 不 是 必需 的 (Jiirgens and Weigel, 
1988) 。 随 后 的 研究 表明 ,fieh 与 果 蝇 胚胎 的 晚期 发 
育 也 密切 相关 ,参与 控制 肠 道 组 织 、 马 氏 管 、 唾 腺 和 
中 枢 神 经 的 形成 , 且 FKH 蛋白 定位 于 细胞 核 中 并 调 
节 其 他 从 属 基因 的 转录 ,然而 FKH 中 并 不 包含 已 知 
的 DNA 结合 基 序 (Weigel et al., 1989a, 1989b) 。 
1990 年 ,Lai 等 人 从 大 鼠 Rattus norvegicus 肝脏 细胞 
的 核 提 取 物 中 获得 3 种 能 与 肝 细 胞 特异 表达 基因 相 
结合 的 蛋白 , 即 肝 细 胞 核 因子 3 (HNF3 ) ,但 其 中 约 
160 个 氨基 酸 的 DNA 结合 区 域 同样 不 属于 任何 已 












































知 的 转录 因子 家 族 (Lai et al., 1990) 。 同 年 ,将 果 蝇 
FKH 和 大 鼠 HNF-3A 蛋白 的 DNA 结合 区 域 进行 序 
列 比 对 ,发 现 这 两 个 DNA 结合 基 序 的 一 致 性 高 达 
92% ,并 将 此 区 域 命 名 为 fork head (FH) 结 构 域 ， 
此 FKH 和 HNF3 和 蛋白 同属 于 又 头 框 蛋白 (fork head 
box protein, Fox) 家 族 ( Weigel and Jackle, 1990)。 
ARE FKH 发 现 至 今 , 从 酵母 到 人 类 体内 已 经 
发 现 100 多 种 Fox 蛋白, 分别 属于 从 FoxA 至 FoxS 
共 19 个 亚 家 族 , 所 有 蛋白 都 含有 FH 同 源 结构 域 
(Lalmansingh et al., 2012), FA X 射线 法 测定 了 
FoxA 亚 家 族 HNF-3Y 的 三 维 结构 ,发现 HNF-3y 蛋 
日 由 3 个 a 螺旋 (Hl -H3) .3 个 B 片 层 (S1 -S3)、 
H2 和 H3 之 间 的 转角 (T) S2 和 S3 之 间 的 环 ( W1) 
以 及 S3 和 C 端 之 间 的 环 (W2 ) 组 成 ,HNF-3y 晶体 
为 紧凑 的 球状 单 体 , 它 的 FH 结构 域 呈 “螺旋 -转角 - 
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螺旋 ”类 型 与 B-DNA 结合 (Clark et al., 1993), FH 
结构 域 的 C 端 含有 2 个 易 弯 曲 的 环 (Wl 和 W2) , 形 
似 “ 翅 膀 ”, 因 此 FH 结构 域 也 被 称 为 翼 螺 旋 (winged 
helix) 结构 域 。HNF3 与 连接 组 蛋白 HI 和 HS 的 结 
构 非 常 相 似 ,HNF3 在 肝 细 胞 发 育 过 程 中 激活 血清 
HEHH (albumin) ,而 连接 组 蛋白 在 染色 质 中 紧 
密 结合 DNA 并 抑制 albumin 表达 ,因此 对 这 两 类 因 
子 与 染色 质 模板 的 相互 作用 进行 研究 ,结果 表明 
HNF3 也 能 与 albumin 核 小 体 两 侧 的 DNA 结合 , 且 
albumin 的 核 小 体 结合 位 点 (NS-A1l ) 位 于 活性 染色 
质 中 的 转录 增强 子 上 ,HNF3 的 DNA 结合 域 与 NS- 
Al 结合 ,因此 HNF3 可 以 取代 核 小 体 中 的 Hl 组 蛋 
白 并 与 增强 子 紧 密 结合 ,从 而 激活 albumin 的 转录 
(Cirillo et al., 1998) 。 

在 哺乳 动物 中 ,FoxA 蛋白 在 早期 豚 胎 发 育 、 器 
官 形成 以 及 成 熟 期 的 体内 平衡 和 新 陈 代谢 中 的 多 个 
阶段 中 都 扮演 重要 的 角色 (Hwang et al., 2012; Lee 
et al., 2012; Sun et al., 2015), 。 近 几 年 哺乳 动物 
FoxA 蛋白 的 研究 主要 集中 于 多 种 恶性 肿瘤 的 发 生 
和 发 展 方面 , 现 已 了 解 FoxA 蛋白 可 作为 乳腺 癌 、 肝 
癌 、 前 列 腺 癌 、 胰 腺 癌 、 肺 癌 、 甲 状 腺 癌 和 食管 癌 等 多 
种 癌症 治疗 中 的 靶 点 ( 姚 舌 等 ,2018 ) BHR FoxA 
和 蛋白 研究 的 开始 时 间 很 早 , 但 近 几 年 进展 缓慢 , 且 涉 
及 的 物种 范围 较 罕 ,主要 集中 在 果 蝇 和 家 和 蛋 Bombyx 
mor。 目 前 果 蝇 FKH 的 研究 涉及 器 官 衰退 、 代 谢 稳 
态 和 能 量 平衡 的 调控 通路 ,结果 表明 FKH 通过 胰岛 
素 / 胰 岛 素 生长 因子 信号 (IS) 途径 、 磷 脂 酰 肌 醇 3- 






















































































al., 1995), SGF1 在 后 丝 腺 细胞 中 也 表达 ,并 与 丝 
心 蛋白 fibrohexamerin (fhx ) 基 的 启动 子 SA 位 点 
结合 ,从 而 促进 .jx Ze Bi BZ H LH He SR (Julien et al., 
2002), KÆ SGF1 的 功能 研究 仅 局 限 与 丝 腺 体 中 ， 
在 其 他 部 位 的 具体 功能 目前 还 未 见报 道 。 

棉铃 虫 Helicoverpa armigera 是 一 种 鲜 翅 目 夜 峨 
科 的 世界 性 害虫 ,由 于 取 食 植物 和 部 位 的 多 样 性 ,使 
其 成 为 重要 地 防治 害虫 。 目 前 对 其 研究 集中 于 生长 
发 育 、 交 配 繁 殖 和 生物 节律 等 生物 学 过 程 (Liu et 
al., 2011; 刘 考 明 等 ,2016; Chang et al., 2017). 
目前 棉铃 虫 FoxA 蛋白 的 研究 仅 有 2 篇 报道 。2011 
年 在 棉铃 虫 幼 虫 的 食管 下 神经 节 中 首次 克隆 了 
HarmFoxA 基因 ,并 发 现 其 蛋白 主要 定位 于 细胞 核 
中 , 且 与 淖 育 激素 和 信息 素 生 物 合 成 激活 神经 肽 
(DH-PBAN) 的 启动 子 有 较 强 的 结合 ,调控 该 启动 子 
活性 从 而 在 棉铃 虫 沾 育 过 程 中 发 挥 作用 (Bao et al., 
2011)。2017 年 在 研究 苏 云 金 芽孢 杆菌 Bacillus 
thuringiensis 产生 的 Cry 毒素 对 斜纹 夜 蛾 Spodoptera 
litura 的 ATP 结合 盒 转运 蛋白 (ABC ) 的 影响 时 ,发 
现 ABCC3 基因 的 启动 子 中 含有 FoxA 的 结合 位 点 ; 
同样 地 ,在 棉铃 虫 48BCC2 基因 的 启动 子 中 也 含有 
FoxA 的 结合 位 点 ;利用 RNAI 技术 沉默 棉铃 虫 幼 虫 
HarmFoxA 的 表达 ,会 导致 45CC2 的 表达 量 降低 ,并 
使 幼虫 产生 Cryl Ac 的 耐 受 表 型 (Li et al., 2017) 。 

2- 十 三 烧 酮 (2-tridecanone，2-TD ) Æ Jp PHE W 
中 一 种 重要 的 次 生物 质 ,在 叶片 中 的 浓度 可 高 达 
0. 39% ,能 诱导 多 种 细胞 色素 P450 基因 的 过 量 表达 





























激酶 (PI-3K) 信号 途径 和 雷 由 霉 素 靶 蛋白 (TOR ) 信 
号 途径 调控 下 游 基因 转录 。 胞 外 胰岛 素 (INS) 、 膜 
胰岛 素 受 体 (INSR) 和 胰岛 素 受 体 底 物 (IRS ) 结合 形 
成 复合 物 ,刺激 PI-3K 信号 途径 激活 下 游 的 Ser/Thr 
激酶 (Akt) ,有 活性 的 Akt 诱导 FKH 磷酸 化 ,使 FKH 
滞留 在 胞 质 中 ,降低 核 内 FKH 的 含量 从 而 抑制 下 游 
基因 的 转录 活性 (Bolukbasi et al., 2017) ; 雷 帕 霉 素 
使 TOR 表达 量 下 调 ,诱导 脂肪 体 和 中 肠 FKH 从 细 
胞 质 穿 梭 到 细胞 核 , 导 致 抗菌 肽 基因 Diptericin 和 
Metchnikowin 的 特异 性 表达 ,从 而 调控 幼虫 细胞 的 大 
小 ,并 激活 机 体 的 先天 免疫 反应 (Varma et al., 
2014) 。 家 和 看 丝 腺 的 形态 发 生 在 胚胎 发 育 时 完成 ,并 
分 别 在 中 丝 逐 和 后 丝 腺 的 细胞 中 特 化 分 泌 丝 胶 和 蛋白 
和 丝 心 蛋白 。1995 年 首次 在 家 在 体内 克隆 获得 唯一 的 
FoxA 蛋白, 即 丝 腺 因子 1 (silk gland factor 1, SGF1), 
并 发 现在 中 丝 腺 细胞 中 SGF1 与 丝 胶 蛋 白 sericin-1 基 
因 的 启动 子 SA 位 点 结合 并 调控 后 者 的 转录 ( Mach et 


























(于 彩虹 等 , 2002; Liu et al.，2006 ) 。 课 题 组 前 期 
分 析 了 10 mg/g 2-TD 处 理 棉铃 虫 6 龄 幼虫 不 同时 
间 后 的 中 肠 转 录 组 ,从 中 得 到 一 个 新 的 、 能 响应 2- 
TD 诱导 的 FoxA 类 似 基 因 , 即 HarmFoxAl, AWE 
对 HarmFoxAl 进行 克隆 和 生物 信息 学 分 析 , 构 建 大 
EF Escherichia coli 重组 菌株 用 于 蛋白 表达 ,并 用 
qPCR 检测 该 基因 在 棉铃 虫 不 同 发 育 阶段 和 6 龄 幼 
虫 不 同 组织 中 的 表达 谱 , 以 及 10 mg/g 2-TD 胁迫 后 
在 6 龄 幼虫 中 肠 内 的 变化 情况 。 本 研究 可 为 棉铃 虫 
FoxA 的 功能 研究 黄 定 基础 ,同时 为 棉铃 虫 响应 2- 
TD 诱导 的 代谢 通路 和 信号 途径 扩 宽 思路 ,这 都 将 为 
进一步 研究 昆虫 的 生长 发 育 过 程 提 供 参 考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 
棉铃 虫 为 新 疆 生 物资 源 基 因 工 程 重 点 实验 室 的 
长 期 饲养 品系 ;大 肠 杆 菌 DH5 和 Transetta 感受 态 
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细胞 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ;表达 载体 
pET32a 为 本 实验 室 保存 。 

DNA Marker, EcoRI, Hind Il, T4 DNA Ligase, 
pMD18-T Vector Kit, ExTaq DNA Polymerase Kit 和 
Reverse Transcriptase M-MLV( RNase H-free) Kit 购 自 
TaKaRa 公司 ;DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 、.PCR 产物 回收 
试剂 盒 及 质粒 提取 试剂 盒 购 自 上 海 生 工 生 物 有 限 公 
司 ;TansZol Up Plus RNA Kit 购 自 北京 全 式 金 生物 技 
MARRA F]; Protein Marker 购 自 Fermentas 公司 ;Ni- 
NTA Agarose 和 QuantiNova SYBR Green PCR Kit 购 自 
QIAGEN 公司 ; Ut His-Tag 单 克隆 抗体 、 辣 根 过 氧化 
物 酶 标记 的 羊 抗 鼠 IgG 抗体 购 自 中 杉 金 桥 公司 ;DAB 
显 色 试剂 购 自 上 海 末 云天 生物 技术 有 限 公司 ;引物 合 
成 和 DNA 序列 测定 由 生 工 生物 工程 ( 上海) 股份 有 
限 公 司 完成 ;其 他 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.2 HarmFoxAl cDNA 克隆 及 序列 分 析 
将 棉铃 虫 6 龄 幼虫 的 中 肠 在 液 所 中 研磨 ,按照 














一 








TansZol Up Plus RNA Kit 提供 的 方法 提取 总 RNA, 
并 按照 Reverse Transcriptase M-MLV ( RNase H- 
free) Kit 的 方法 逆转 录 成 cDNA, — 80°C 保存 备用 。 

根据 2- 十 三 烷 酮 处 理 后 的 转录 组 数据 所 提供 
的 HarmFoxAl cDNA 序列 通过 NCBI 数据 库 的 Open 
Reading Frame Finder 预测 开放 阅读 框 (ORF) ,并 利 
用 DNAMAN 软件 设计 特异 引物 ( 表 1). PCR 反应 
体系 : cDNA 1 pL, 10 x ExTaq Buffer 2 uL, dNTPs 
Mix (2.5 mmol/L) 2 kL， 上 下 游 引物 (10 mmol/L) 
各 0.5 uL, ExTaq 0.5 uL, ddH,0 13.5 uL, 反应 
条 件 : 94C 预 变性 5 min; 94° 30 s, 56C 30 s, 
72% 1 min, 35 个 循环 ;最 后 72% 延伸 7 min, PCR 
产物 经 切 胶 回 收 后 ,将 目的 条 带 连 接 pMD18-T 载体 
并 转化 大 肠 杆菌 DH5a 感受 态 细胞 , 挑 取 阳 性 克隆 
进行 PCR 检测 并 送 生 工 生物 公司 测序 。 将 测序 得 
到 的 序列 进行 比 对 ,确定 HarmFoxAl 的 ORF, 
































表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 























引物 引物 序列 (5' -3") 用 途 
Primers Primer sequences Purpose 
HarmFoxAl-F GGAATTCATGGCGGCTAGAACAGGT HarmFoxAl 的 开放 阅读 框 扩 增 
HarmFoxAl-R CCAAGCTTCTAGTCCACCGTGATGA ORF amplification of HarmFoxAl 





HarmFoxAl-QF 
HarmFoxAl-QR 


GCTAAAGAAACCGCCGTA 
AAAGACCAGAGGTGACCG 





qPCR 中 目的 基因 扩 增 
Amplification of target gene in qPCR 





Tubulin-QF 
Tubulin-QR 


TCCAACTCACACACTCGCT 
GGAAGCAGATGTCGTATAATG 














qPCR 中 内 参 基因 的 扩 增 


Amplification of the reference gene in qPCR 


下 划 线 分 别 为 EcoRT 和 Hind I BDI Ze The enzyme cleavage sites of EcoR | and Hind [ll are underlined, respectively. 


1.3 HarmFoxAl 氨基 酸 序 列 分 析 

将 HarmFoxAl 和 昆虫 中 已 发 表 的 Fox 蛋白 用 
MEGA 软件 按照 邻近 相 接 法 构建 系统 发 育 树 ;通过 
ClustalX 软件 进行 HarmFoxAl 和 昆虫 FoxA 的 氨基 
酸 多 序列 比 对 ; 利用 Expasy 软件 的 Protparam 和 
Protscale 工具 分 析 HarmFoxAl 的 理化 参数 和 亲 政 水 
性 ;通过 CBS Prediction Servers 软件 的 SignalP, 
TMHMM 和 TargetP 等 工具 对 HarmFoxAl 进行 信号 
肽 、 跨 膜 域 和 亚 细 胞 定位 等 预测 ;利用 PredictProtein 
软件 进行 HarmFoxAl 蛋白质 的 二 级 结构 预测 ;利用 
SWISS-MODEL 软件 和 PDB 数据 库 进 行 HarmFoxAl 
蛋白 质 的 三 级 结构 预测 。 同 时 , 针对 已 发 表 的 
HarmFoxA 蛋白 (GenBank 登录 号 : AAW56613.1) 利 
用 TargetP 工具 和 SWISS-MODEL 软件 进行 亚 细 胞 
定位 和 三 级 结构 预测 。 












































1.4 HarmFoxAl 蛋白 的 原核 表达 

将 克隆 质粒 pMD18-T-HarmFoxAl 中 的 
HarmFoxAl ORF 用 EcoR | 和 Hind 王 酶 切 后 回收 , 连 
接 至 pET32a 载体 并 转化 DH5a 感受 态 细胞 。PCR 
fi 2 PA PE E 2A Ja, 提取 重组 质粒 pET32a- 
HarmF oxAl 进行 酶 切 鉴 定 。 将 正确 的 重组 质粒 转化 
至 大 肠 杆菌 Transetta 中 ,进行 菌落 PCR 和 质粒 酶 切 
鉴定 。 将 阳性 克隆 Transetta ( pET32a-HarmFoxAl ) 
接种 到 LB 液体 培养 基 中 ,37% 200 r/min 培养 至 
OD A 0.5 ~0.6 后 ,加 入 IPTG 至 终 浓 度 为 0.5 
mmol/L, 25°C 振荡 培养 5 h。 离 心 收集 重组 菌 体 后 
用 少量 1 x PBS (pH 7.0) 重 悬 ,经 超声 破碎 至 相对 
透亮 (间隔 5 s, 共 30 min) ,分 开 处 理 上 清和 沉淀 ， 
15% 的 SDS-PAGE 检测 融合 蛋白 的 可 溶性 。 
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1.5 His-HarmFoxAl 蛋白 的 纯化 

4% 1 L AY Transetta (pET32a-HarmFoxAl) 菌株 诱 
导 和 超声 后 , 取 上 清 液 与 Ni-NTA 柱 结合 ,用 不 同 浓 
ERR (10, 10, 20, 20, 50, 100, 200 和 
200 mmol/L) 去除 杂 有 蛋白 ,用 孔径 大 小 为 10 kD 的 超 
滤 管 浓缩 目的 蛋白 (6 000 r/min 离心 45 min) ,15% 
SDS-PAGE 检测 蛋白 纯化 时 的 流出 液 。Western blot 
验证 融合 蛋白 His-HarmFoxAl 的 大 小 和 纯度 ,用 5% 
脱脂 奶粉 4Y 过 夜 封闭 ,PBST 冲洗 3 次 ;1: 1 000 稀 
释 的 抗 His 标签 的 抗体 室温 孵育 2 h, PBST 冲洗 3 
次 ;1: 5 000 稀释 的 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 鼠 
IgG 抗体 室温 孵育 1. 5 h; 最 后 用 DAB 显 色 试剂 盒 
显 色 10 min,LAS-4000 成 像 系统 进行 观察 。 
1.6 HarmFoxAl 表达 模式 分 析 

收集 孵化 后 第 2 天 的 1 龄 幼虫 . 虹 皮 后 第 2 天 
的 2-6 龄 幼虫 和 预 师 第 2 天 的 全 虫 ;收集 晓 皮 后 第 
2 天 的 6 龄 幼虫 解剖 收集 脂肪 体 . 中 肠 、 体 壁 和 头 
部 。 提 取 各 组 棉铃 虫 的 总 RNA ,进行 DNasel 的 消化 
回收 后 逆转 录 为 各 组 cDNA。 通 过 qPCR 方法 检测 
HarmFoxAl 在 棉铃 虫 幼 虫 不 同 发 育 时 期 和 6 龄 幼虫 
AN ZAZA PY Be sat, DAES HE Tubulin 作为 内 参 基 
(Shakeel et al., 2015) ,HarmFoxAl 和 Tubulin ANB 
光 定 量 引物 序列 见 表 1, 每 组 3 个 生物 学 重复 和 3 
个 技术 重复 。qPCR 反应 体系 : cDNA 1 pL, 2 x 
QuantiNova SYBR Buffer 10 uL, ROX 1 uL, E FY 
引物 (10 mmol/L) 各 0.5 uL, RNase-free H,O 7 uL, 
反应 条 件 : 95°C 预 变性 10 min; 95°C 变性 30 s， 
60% 退 火 30 s, 40 个 循环 。 试 验 数 据 处 理 根 据 公 式 
DF ee Livak and Schmittge, 2001) ,对 于 不 同 发 育 
时 期 的 基因 表达 量 , 以 1 龄 幼虫 的 表达 量 为 对 照 ; 对 
于 不 同 组 织 中 的 表达 量 ,以 脂肪 体 中 的 表达 量 为 对 
照 。 并 利用 Prism5. 0 软件 进行 One-way ANOVA 
分 析 。 
1.7 BurmFox41 响 应 2-TD 处 理 的 表达 谱 

基于 课题 组 前 期 分 析 10 mg/g 2-TD 处 理 棉铃 
虫 6 龄 幼虫 不 同时 间 后 的 中 肠 转录 组 的 研究 结果 ， 
将 所 需 2-TD 溶 于 60°C 预 热 的 10% 乙醇 溶液 中 , 添 
加 于 棉铃 虫 人 工 饲 料 中 ,配制 终 浓度 为 10 mg/g, Xf 
照 组 是 只 添加 等 体积 预 热 乙醇 溶液 的 人 工 饲料 。 取 
WEBER 1 天 内 的 6 龄 幼虫 ,在 2-TD 处 理 前 使 其 饥饿 
5 h。 运 用 qPCR 方法 ( 同 1.6 节 ) 检 测 2-TD 处 理 6， 
12, 20, 30 和 48 h 后 6 龄 幼虫 中 肠 中 HarmFoxAl 的 
KA TH OL. HAPS HL Tubulin 作为 内 参 基 因 , 采 用 
2 “人 ^“ 法 进行 mRNA 相对 表达 量 的 计算 。 运 用 

































































Prism5. 0 软件 进行 数据 分 析 , 同 一 时 间 与 对 照 组 的 
数据 进行 成 对 ;检验 分 析 。 


2 结果 


2.1 HarmFoxAl 的 克隆 和 序列 分 析 

将 以 棉铃 虫 中 肠 cDNA 为 模板 扩 增 得 到 的 产物 
经 过 测序 和 序列 分 析 , 图 1 表明 获得 的 棉铃 忠 
HarmFoxAl (GenBank 登录 号 : XM_021331806 ) 的 
ORF 序列 为 669 bp ,编码 222 个 氨基 酸 , 预 测 的 蛋白 
相对 分 子 质量 和 等 电 点 分 别 为 23. 03 kD 和 6. 34。 
氨基 酸 序 列 分 析 发 现 ,HarmFoxAl 蛋白 含有 1 个 N- 
糖 基 化 位 点 (118 的 NLST) 和 5 个 磷酸 化 位 点 (S17， 
S19, T63, Y72 和 S189) ,同时 包括 一 个 DNA/RNA 
结合 螺旋 束 (DNAZRNA-binding 3-helical bundle ) 基 
序 ,其 中 含有 2 个 典型 的 FH 结构 域 标签 (第 69 -82 
位 氨基 酸 KPPYTYPELIEKAL, 第 111 -117 位 氨基 
酸 WKNSVRH) 和 6 个 DNA 结合 位 点 ( F103, Y104, 
N113, R116, H117 和 A135 ) ,属于 Fox 转录 因子 超 
家 族 。 
2.2 HarmFoxAl 的 结构 及 系统 发 育 分 析 

将 HarmFoxAl 在 NCBI 数据 库 中 比 对 , 发 现 该 
蛋白 与 棉铃 虫 基因 组 中 预测 的 forkhead box protein 
A2-B-like (GenBank 登录 号 : XM_021331806) WA 
基 酸 序列 完全 一 致 。 将 HarmFoxAl 与 已 发 表 的 所 有 
昆虫 Fox 蛋白 进行 系统 发 育 分 析 , 结果 表明 
HarmFoxAl 虽 与 昆虫 FoxA 亚 家 族 的 关系 最 近 , 但 与 
FoxA 亚 家 族 分开 独 立 进 化 (图 2) 。 昆 虫 FoxA 序列 
的 多 序列 比 对 (图 3 ) 结果 显示 , HarmFoxAl 含有 
FoxA 亚 家 族 FH 结构 域 的 完整 DNA 结合 区 
(Domain 工 ) ,而 不 含 FoxA 亚 家 族 传统 的 两 个 转录 
激活 域 (Domain MFI Domain I) ,因此 本 研究 将 棉 
铃 虫 体内 这 一 FoxA 的 类 似 蛋 白 重 新 命名 为 
forkhead box protein A-like (HarmFoxAl) 。 

HarmFoxAl 的 二 级 结构 分 析 显 示 , 该 蛋白 不 含 
信和 号 肽 . 跨 膜 结构 域 和 二 硫 键 ,为 不 稳定 的 亲 水 性 蛋 
白质 。 亚 细胞 定位 分 析 结 果 显 示 HarmFoxAl 和 蛋白 无 
核定 位 信号 (NLS ) 标签 , 且 有 60.9% 的 可 能 性 位 于 
细胞 质 中 。 蛋 白质 三 级 结构 预测 结果 显示 该 蛋白 为 
单 体 ,其 中 67% 的 序列 为 无 规则 结构 ,剩余 43% 序 
列 ( 第 67 - 160 位 氨基 酸 ) 为 紧凑 的 球状 结构 ,此 三 
级 结构 中 有 93. 3% 的 氨基 酸 位 于 最 佳 有 利 区 域 。 
HarmFoxAl 的 球状 结构 区 域 中 含有 4 个 a 螺旋 (第 
74 -83 位 氨基 酸 YPELIEKALR, 第 90 -100 位 氨基 
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1 ATGGCGGCTAGAACAGGTGACAGGTCGAAATGGAGACGAAGAAAATGCTCCAAAAGTCCT 
1 AARTGDRSKVWERRRKCSKSPP 
61 ACGGAGGAGGATAATGATTGTGCGAGCCTGGCATGGCTGCTGAACTTCAGATTAGACGAT 
21 TOR -E DON DoE A Sd Al We E LN FR “Le. DD 
121 TTCGTGAACATCAAAGTGCCTGATGACGAGCCTGTTGTGAAAGAGCCGAAGGTGGATATT 
41 F VN IK V PDODEP O V VR EP K VOD I 
181 CCTGATACGCCACCGGCGCTAAAGAAACCGCCGTATACATATCCTGAGCTGATTGAGAAG 
61 PD T Pe AUG: Ke, RP ¥ TP Be TOE K 
241 GCTTTGAGGGAGAATGGAGAGTTAACAGTATCTGCCATATACCAATGGATCTCAGACCGT 
81 A R EN GELTVS ATI YQWdIS DR 
301 TTCCCCTTCTACAAAGCGAACGACGAGCGCTGGAAGAACTCAGTTCGGCACAACTTGTCT 

01 F P FY K AN D CE R QRS N L S 
361 ATCAACCCTCACTTTCGTAAAGGCGCGAGAGCTCCTCAAGGCGCCGGTCACCTCTGGTCT 
21 I P H F RK GA RA PQGAGdHL WS 
421 TTGGCAGCCAACGCCATAGACCTGCTGCCTCTCAGGAACATGGTGTATGAGGAGAAGAAG 
41 L: AS 2AP UNG cA Ue DE TE. E R EAR N MON CY: CES rE KK 
481 ACTGTTGTTGATGCCGTTGAGAAGACTAGGGTGCTTGGGTTCCCAAAGGTGATCGTGCTC 
61 Tov OV De A VE KT RVG GOP PK: Yh VoL 
541 GATGAGGCAGCAATAGCGGCTGCCAGCATCATCCCGGACCAAGACTTATTCACTGGGAGC 
81 DOB OA AT A A A Se To oR D QD EF TGS 
601 ACAATGTTCTTAAACCCGGTGTCGACGGAGCAAGTGGTCAGGGAAAGTGGACTCATCACG 
201 TMF LNPVS TEQVVRES GLIT 

661 GTGGACTAG 
221 VD * 
图 1 棉铃 虫 HarmFoxAl 的 核酸 序列 和 氨基 酸 序列 
Fig. 1 Nucleotide and amino acid sequences of HarmFoxAl from Helicoverpa armigera 


下 划 线 表示 DNA 结合 位 点 , 方 框 表示 FH 结构 域 标签 1 ,阴影 表示 FH ź 





signature 1 is in box, and the FH domain signature 2 is in shadow. 
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2 基于 棉铃 虫 HarmFoxAl 和 已 发 表 昆虫 Fox 蛋白 氨基 酸 序列 构建 的 系统 进化 树 (邻接 法 ,1 000 次 





复 ) 


Fig. 2 Phylogenetic tree of HarmFoxAl of Helicoverpa armigera and published insect Fox proteins based on 


amino acid sequences (neighbor-joining method, 1 000 replicates) 


结构 域 标签 2。The DNA binding sites are underlined, the FH domain 


Fox 蛋白 来 源 物 种 和 GenBank 登录 号 Origin species of Fox proteins and their GenBank accession numbers; DmelFKH1 (NP_524542.1) , DmelFKH2 
( NP_001263038. 1), DmelFKH3 ( NP_001303461. 1), DmelFoxF ( AAK85150), DmelFoxK1 ( NP_648440. 2), DmelFoxK2 (NP_729672.1), 


DmelFoxK3 (NP_001261701.1), DmelFoxO1 ( NP_996205. 1), DmelFox02 (NP_650330.3), DmelFox03 (NP_001303426. 1), DmelFoxP1 (NP. 





001247011.1), DmelFoxP2 (NP_001097726. 1) , DmelFoxP3 ( NP_001303501. 1); 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster; AsinFoxP ( KFB36769. 1) : 


中 华 按 蚊 Anopheles sinensis; AaegFoxO ( ABK76646. 1 ) : 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti; 





HarmFoxO ( AJW31698. 1) : 棉铃 


R Helicoverpa armigera; BmorSGF1 ( NP_001037329 





( XP_022817886. 1 ) : 斜纹 夜 峨 Spodoptera litura; SexiFoxA ( ACA30303. 1 ) : 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua. 


HarmFoxA ( AAW56613. 1 ) HarmFoxAl (XP_021187481. 1) ， 
.1) ，BmorFoxO ( AFD99125. 1) : 家 看 Bombyx mori; SlitFoxA 
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melFKH3 = —-MQKLYAEPPPSSAPVSMASSGGGGPPSGGGGGGGGGGGGGPPPPSNNNPNPTSNGGSMSPLARSAY TMNSMGLPVGGMSSVSPQAAATFSSSVLDSAAAVASMSASMSASMSASMNAS 
melFKH1 = —-MQKLYAEPPPSSAPVSMASSGGGGPPSGGGGGGGGGGGGGPPPPSNNNPNPTSNGGSMSPLARSAY TMNSMGLPVGGMSSVSPQAAATFSSSVLDSAAAVASMSASMSASMSASMNAS 
me 1FKH2 = —-MQKLYAEPPPSSAPYSMASSGGGGPPSGGGGGGGGGGGGGPPPPSNNNPNPTSNGGSMSPLARSAY TMNSMGLPVGGMSSVSPQAAATFSSSVLDSAAAVASMSASMSASMSASMNAS 
BmorSGF1 — MISQKLSYGDVPTSASLSSLSPG = APPYVYN += GMGCMPAQPYPNLYS-—--—--—NNMVA=- === 
HarmFoxA = MISQKLSYGDVPTSASLSSLSPG: PAQPYPNLYS--------— NNMVA------------— 
SlitFoxA. MISQKLSYGDVPTSASLSSESPG—=—= === LAPPY VN- ec GMGCMPAQPYPNLYS-------—-NNMVA---------———— 
SexiFoxA MISQKLSYGDVPTSASLSSLSPG——=————==———=>——L APPY N25 GMGCMPAQPYPNLYS-------—-NNMVA---------———— 
FirmR exh Pen MAARTODRORWRRRS === E 
* : 

melFKH3 。” MNGSMGAAAMNSMGGNCMTPSSMSYASMGSPLGNMGGCMAMSAASMSAAGLSGTY GAMPPGSREMETGSPN-SLGRSRVDKPTTYRRSY THAI 

melFKH1 ==» MNGSMGAAAMNSMGGNCMTPSSMSYASMGSPLGNMGGCMAMSAASMSAAGLSGTYGAMPPGSREMETGSPN-SLGRSRVDKPTTYRRSY THAI 

me lFKH2 — MNGSMGAAAMNSMGGNCMTPSSMSYASMGSPLGNMGGCMAMSAASMSAAGLSGTYGAMPPGSREMETGSPN-SLGRSRVDKPTTYRRSY THAI 
BmorSGF1 = —------------GGSCMGSPSVGYS--—-PPS TMASCMGGAGAVP------—-Y GSLP---REQEAASPTSALQRARNDK-—TYRRSY THAI 
HarmFoxA —-GGSRMGSPGVGYS----PPSTMASCMGGGGAVP— —-YGSLP---REQEAASPTSALQRARNDK--TYRRSYTHAI 
SlitFoxA -一 一 一 一 一 -0SSCMGSPGVGYS----PPSTMASCMGGGGAVP 一 一 一 一 YGSLP 一 -REQEAASPTSALQRARNDK--TYRRSYTHA 
SexiFoxA -一 一 一 一 一 -0SSCMGSPGVGYS----PPSTMASCMGGGGAVP 一 一 一 一 YGSLP 一 -REQEAASPTSALQRARNDK--TYRRSYTHA 
HarmFoxAl -一 一 一 一 一 一 一 KCSKSPTEEDN-- 一 DCASLAWLLNFRLDDF 一 一 一 一 -一 一 一 VNIKVPDDEPVVKEPKVDIP---DTPPALK 

: 水 BRK DR Wk 水: k aok DK ok 
Domain I 

me LFKH3 PSHSSLEATSPGKKDHEDSHHMHHHHHSRLDHHQHHK 

me 1FKH1 PSHSSLEATSPGKKDHEDSHHMHHHHHSRLDHHQHHK 

me LFKH2 PSHSSLEATSPGKKDHEDSHHMHHHHHSRLDHHQHHK 
BmorSGF1 HGGSHDKRGEHGHDKS 
HarmFoxA HGGAHEKRGEHAHEKG 
SlitFoxA sHHGGSHEKRGDHSHEKG. 
SexiFoxA — QFIMDLFPFYRQNQQRWQNS IRHSLSFNDCFVKVPRTPDKPGKGPFWTLHPDSGNMFENGCFLRRQKRFKDEKKES [RQAQKA--------------— sHHGGSHEKRGDHSREKG. 
HarmFoxAl QWISDRFPFYKANDERWKNSVRHNLS I NPHFRKGARAP—-QGAGHLWSLAANA TDLLPLRNMVYEEKKTVVDAVEKTRVLGFP--—-----------------— DE NN pee Ne ate 

AR DR OK ORK Ok ok GR Dek kok kok kok okok pkk yA E ie 7 
Domain II 

melFKH3 ~ EAGGASTAGVNVLSAAHSKDAEALAMLHANAELCLSQQPQHVPTHHHHQHHQLQQEELSAMMANRCHPSL I TDYHSSMHI TKMYDMSQYAG 

melFKH1 ~ EAGGASTAGVNVLSAAHSKDAEALAMLHANAELCLSQQPQHVPTHHHHQHHQLQQEELSAMMANRCHPSL I TDYHSSMHI TKMYDMSQYAG 

me lFKH2 = EAGGASTAG VNVLSAAHSKDAEALAMLHANAELCLSQQPQ) HVPTHHHHQHHQLQQEELSAMMANRCHPSL I TDYHSSMHI fall TKMYDMSQYAG 
BmorSGFl1 -——. APPGP---GEDKEMRDELLAQLHAAPELCL— GADTKADLKMYDVN-YG— 
HarmFoxA = P--GGTPAG----AEDKEMRDELLAQLHGAPELCL— GADTKADLKMYDVN-YG— 
SlitFoxA | GVGGGAPPG--—-GEDKEMRDELLAQLHAAPELCL---PEHTPLALEHYAQ------------—-------—-—--— GADTKADLKMYDVN-YG— 
SexiFoxA — GVGGGAPPG----GEDKEMRDELLAQLHAAPELCL-—-PEHTPLALEHYAQ------------—---—---—-—-—— GADTKADLKMYDVN-YG— 
HarmFoxAl 9 -------------—| KVIVLDEAATAAASTIPDQ! Fl 

ve eta ae A wR ft Be Ae |B 
Domain M 

melFKH3 = YNALSPLTNSHAALGQD: PAGTTS 

melFKH1 = YNALSPLTNSHAALGQD: PAGTTS 

melFKH2 = YNALSPLTNSHAALGQD: PAGTTS 
BmorSGF1 YGHSPAD! HHAHAQ! 
HarmFoxA HHAHAQ! 
SlitFoxA HHAHAQ! 
SexiFoxA IHHAHAQ! 
HarmFoxAl 

me 1FKH3 

me 1FKH1 

me LFKH2 
BmorSGF1 
HarmFoxA 
SlitFoxA 
SexiFoxA 
HarmFoxAl 








FoxA 蛋白 来 源 物 种 和 GenBank 登录 号 Origin species of FoxA proteins and their GenBank accession numbers: 





图 3 棉铃 虫 HarmFoxAl 和 其 他 昆虫 


Fig. 3 Multiple sequence alignment of HarmFoxAl of Helicoverpa armigera with other insect FoxAs 





FoxA 的 多 序列 比 对 





DmelFKH1 (NP_524542. 1), 


DmelFKH2 ( NP_001263038.1) , DmelFKH3 ( NP_001303461.1) : 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster; HarmFoxA (AAW56613.1) , HarmFoxAl (XP 


_021187481. 1); 


棉铃 虫 Helicoverpa armigera; BmorSGF1 ( NP_001037329. 1) : 





家 看 Bombyx mori; 


SlitFoxA (XP_022817886. 1): 


BL BY IR 


Spodoptera litura; SexiFoxA (ACA30303.1) : 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua. Domain | 是 FoxA 家 族 的 又 头 结构 域 ,Domain [ Fil Domain 亚 是 FoxA 


家 族 的 转录 激活 结 














构 域 。 星 号 .三 角 号 和 冒号 分 别 代 表 完 全 保守 的 、 部 分 相似 的 和 同类 替换 的 所 








基 酸 。Domain | is the forkhead domain of 


FoxA family responsible for DNA binding. Domain [| and Domain [I are two transactivation domains of FoxA family. The asterisk, triangle and colon 


indicate completely conserved, partially similar and homogeneously substituted amino acids, respectively. 


酸 VSATYQWISDR, 4 109 - 121 MW A Æ R 
ERWKNSVRHNILSI 和 第 148 - 151 fi A Æ MR 
LLPL)、3 个 B Ht Ar ( 188-T89, F125-G128 和 
L138-L141) 10 个 B 转角 和 2 个 ~y 转角 ,以 及 4 个 
依赖 于 Me 的 配 体 结合 位 点 (L119, $120, N122 和 
F125) ,其 中 L119 和 F125 直接 与 Mg 相互 作用 


(图 4)。 








定位 和 三 级 





考虑 到 HarmFoxAl 和 HarmFoxA (GenBank 登 
录 号 : AAW56613.1) 在 系统 发 育 和 多 序列 比 对 分 析 
中 的 不 同 ,利用 相同 软件 分 析 HarmFoxA 的 亚 细 胞 
结构 ,结果 显示 HarmFoxA 也 无 NLS 标 
签 ,有 78.3% 的 可 能 性 位 于 细胞 核 中 ,该 单 体 的 核 
心 区 域 由 5 个 a 螺旋 ,3 个 B 折 又 片 .10 个 B 转角 


和 4 个 ~y 转角 组 成 , 且 含 有 4 个 配 体 结合 氨基 酸 
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图 4 棉铃 虫 HarmFoxAl 球状 区 域 的 三 级 结构 


Fig. 4 Tertiary structure of the globular structure of HarmFoxAl of Helicoverpa armigera 





A: 二 级 结构 Secondary structure. H1 - H4; a 螺旋 a-helixes; S1 - S3: B HÆ B-sheets; B: B 转角 B-tums; y: 











y Ëk 


























后 两 个 B BATE AY B 发 卡 结构 。Red hairpin indicates B-hairpin between two B-sheets. B; 直接 与 配 体 作 





We 














I ytums. 红色 发 卡 表示 前 
基 酸 Amino acids of protein- 











ligand interaction. C; 三 级 结构 Tertiary structure. 蛋白 NN 端 深 蓝 色 ,C 端 红色 ; 圆 球 为 Mg 配 体 。The N terminus of the protein is in dark blue, while 


the C terminus is in red, and the small ball is the Mg ligand. 


(L165, S166, N168 和 F171), 其 中 3 个 (L165, N168 
和 F171) 直接 与 Mg 相互 作用 (图 片 未 提供 ) 。 
2.3 融合 蛋白 His-HarmFoxAl 的 诱导 表达 

将 pMD18-T-HarmFoxAl 质粒 中 HarmFoxAl 的 
ORF 用 EcoR I 和 Hind M Be YW, 回收 后 连接 至 
pET32a 载体 ,将 经 EcoR I 和 Hind M WEY) YA EE WA 
的 重组 质粒 pET32a-HarmFoxAl #8 4k K M +F 
Transetta, 获得 重组 菌株 Transetta ( pET32a- 
HarmFoxAl) (图 5)。 将 重组 菌 用 0.5 mmol/L 的 
IPTG 25°C 5 5 h 后 ,收集 菌 体检 测 融 合 蛋 白 的 表 
达 和 分 布 情况 。SDS-PAGE (图 6: A) 显示 在 约 45 
KD 处 出 现 表 达 量 增加 的 条 带 , 该 条 带 与 融合 蛋白 
His-HarmFoxAl 预期 大 小 (42.8 kD) 一 致 ,日 此 融合 
蛋白 能 以 可 溶 的 形式 存在 于 重组 菌株 中 。 将 重组 菌 
大 量 诱导 后 用 镍 柱 -咪唑 系统 对 融合 蛋白 进行 纯化 ， 
对 纯化 后 的 蛋白 进行 鉴定 和 和 定量 ,图 6(B) 显示 用 
10 ~200 mmol/L 的 咪唑 缓冲 液 进 行 线性 梯度 洗涤 
后 ,最 后 一 次 200 mmol/L 咪唑 洗涤 液 获 得 了 纯度 较 
高 ,符合 预期 大 小 的 蛋白 , 超 滤 浓 缩 后 的 蛋白 定量 结 
果 为 202.53 ng/uL。 用 抗 His-Tag 的 单 克隆 抗体 与 
浓缩 后 的 蛋白 进行 免疫 反应 , Western blot (图 6: 
C) 显示 该 条 带 能 与 抗 His 的 抗体 结合 ,表明 纯化 蛋 
白 就 是 His-HarmFoxAl 融合 蛋白 。 



































2.4 棉铃 虫 不 同 发 育 时 期 和 6 龄 幼虫 不 同 组 织 
HarmFoxAl 的 表达 谱 

图 7(A) 结 果 显 示 , HarmFoxAl ERES E 1-3 
龄 幼虫 体内 的 表达 量 基 本 保持 不 变 , 而 4 龄 和 5 ie 
幼虫 体内 检测 不 到 该 基因 的 表达 ,直到 幼虫 进入 6 
冷 后 该 基因 又 开始 表达 ,并 在 预 晴 期 的 表达 量 最 高 ; 
预 师 期 与 3 龄 幼虫 期 相 比 表达 量 差异 显著 ( 忆 < 
0.05), HÆ 3 龄 幼虫 期 的 4.11 倍 。 图 7(B) 结 果 显 
IR ,HarmFoxAl 在 棉铃 虫 6 龄 幼虫 的 脂肪 体 .中 肠 和 
体 壁 中 表达 ,其 中 脂肪 体内 的 表达 量 最 高 ,分 别 是 中 
肠 和 体 壁 中 表达 量 的 7.86 和 3.87 倍 ;而 
HarmFoxAl 在 涉 部 不 表达 。 因 此 ,HarmkoxAl 并 不 是 
在 棉铃 虫 的 每 个 发 育 时 期 和 幼虫 每 个 组 织 中 都 
表达 。 
2.5 HarmFoxAl 响应 2-TD 的 表达 

用 10 mg/g 2-TD 处 理 棍 铃 虫 6 龄 幼虫 不 同时 
间 ,检测 幼虫 中 肠 内 EormFox4; 的 表达 量 。 图 8 结 
FR ABA ,与 对 照 组 (10% 乙醇 ) 相 比 ,2-TD 处 理 6 h 
后 HarmFoxAl 的 表达 量 急 速 降低 , 仅 是 对 照 的 1/39 
(P <0.001) ;处 理 30 h 内 HarmFoxAl 的 表达 量 仍 显 
著 降低 , 且 12, 20 和 30 h 表达 量 分 别 是 对 照 组 的 
1/7 (P <0.001), 1⁄4 (P <0.001) 和 1/2 (P < 
0.01) ;而 2-TD 处 理 48 h 后 HarmFoxAl 的 表达 量 显 
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Fig. 5 Identification of the reconstructed strain Transetta ( pET32a-HarmFoxAl) 


DNA molecular weight marker; 1; 克隆 载体 pMD18-T-HarmFoxAl 的 双 酶 切 鉴定 Double-enzyme digestion of cloning vector 
收 产物 Restriction digestion product of HarmFoxAl; 3 : 表达 载体 pET32a-HarmFoxAl 的 双 酶 切 鉴 


M: DNA 分 子 量 标准 
pMD18-T-HarmFoxAl; 2: HarmFoxAl 酶 切片 段 的 
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定 Double-enzyme digestion of expression vector pET32a-HarmFoxAl. 


mye 
10 20 20 50 50 





浓度 Imidazole concentration (mmol/L) 
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白 His-HarmFoxAl 的 诱导 表达 
Fig. 6 Prokaryotic expression of the fusion protein His-HarmFoxAl 
蛋白 的 表达 Induced expression product of the fusion protein by SDS-PAGE; M: 和 蛋白 


图 6 MEE 





A: SDS-PAGE 融合 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight 
1-4; 分 别 为 重组 菌 体 IPTG 诱导 前 .诱导 后 .超声 处 理 上 清和 沉淀 的 总 蛋白 Total proteins of Transetta (pET32a-HarmFoxAl) strain before 
IPTG induction and after IPTG induction, supernatant after ultrasonication and precipitate after ultrasonication, respectively. B; SDS-PAGE 检测 融合 蛋 
白 的 纯化 Purification of fusion protein by SDS-PAGE; M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker. C: Western blot 验证 纯化 和 超 滤 后 的 


融合 蛋白 Western blot analysis of the fusion protein after purification and concentration; M; Hyt 纯化 后 的 
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marker; 














蛋白 标记 物 Prestained protein marker; 1; 
蛋白 Purified protein. 
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图 7 HarmFoxAl 在 棉铃 虫 不 同 发 育 时 期 (A) 和 6 龄 幼虫 不 同 组 织 (B) 中 的 表达 谱 








Fig. 7 Expression profiles of HarmFoxAl in different developmental stages (A) and 
tissues of the 6th instar larvae (B) of Helicoverpa armigera 
龄 幼虫 1st — 6th instar larva, respectively; PP; 预 肾 Prepupa. 柱 上 不 同 字 母 表示 差异 显著 (已 <0. 05 ， 
one-way ANOVA test). 


Ll - L6 one-way ANOVA 检 


验 ) 。 


: 分 别 为 1 -6 


Different letters above bars indicate significant difference ( P <0.05, 
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图 8 棉铃 虫 6 龄 幼虫 中 肠 中 HarmFoxAl 响应 
2- 十 三 烷 酮 表达 的 时 间 效应 


Fig. 8 Time effects of HarmFoxAl expression in 








the midgut of the 6th instar larvae of Helicoverpa 
armigera in response to 2-tridecanone 
双星 号 和 三 星 号 代表 同一 时 间 的 基因 表达 量 在 处 理 组 与 对 照 组 
(10% 乙醇 ) 间 差异 极 显 著 ( 分别 为 PP<0.01 AP <0. 001, 成 对 1 


检验 )o Double asterisk and triple asterisk indicate extremely 




















significant difference in the gene expression level between the treatment 
group and the control group (10% alcohol) at the same time (P < 
0.01 and P <0.001, respectively, paired t-test). 


著 提 高 ,与 对 照相 比 增加 了 21.9 4% (P <0. 001), 
因此 ,2-TD 处 理 使 棉铃 虫 幼 虫 HarmFoxAl 的 表达 量 
在 短 时 间 内 剧烈 降低 ,然后 随 着 时 间 的 延长 表达 量 
逐渐 上 升 。 


3 讨论 


Fox 家 族 转 录 因 子 在 生物 的 不 同 发 育 阶 段 和 多 
种 代谢 过 程 中 均 发 挥 重要 作用 ,调控 生物 体 的 胚胎 
发 育 、 能 量 代谢 、 细 胞 分 化 和 免疫 反应 等 方面 
(Carlsson et al., 2002; Lalmansingh et al., 2012; 
Katoh et al.，2013 ) 。 随 着 Fox 家 族 的 不 断 扩 大 ， 
2000 EXPE RIIHI] Fox 蛋白 的 命名 进行 了 规范 : 
亚 家 族 用 英文 字母 表示 (FoxA ) , 亚 家 族 内 不 同 蛋 日 
用 阿拉 但 数字 表示 (FoxA1) ,人 FOXAL WA RE 
均 大 写 ,小 鼠 Foxal 除 首 字 母 外 其 余 均 小 写 ,其 他 着 





(FoxAl, FoxA2 和 FoxA3 ) ,而 较 低 等 的 疹 索 生物 例 
tnae YIR IE Xenopus laevis 体内 有 4 种 (FoxAl ， 
FoxA2, FoxA3 和 FoxA4)。 目前 ,已 知 昆 虫 体内 的 
FoxA 数目 较 少 ,例如 家 看 体内 仅 有 一 种 SGF1 
(Friedman and Kaestner，2006 ) 。 本 研究 将 克隆 得 
到 的 新 棉铃 虫 义 头 框 蛋 白 A 类 似 蛋 白 基 因 命名 为 
HarmFoxAl, 以 区 别 于 已 发 表 的 棉铃 虫 FoxA 基 
HarmFoxA (GenBank 登录 号 : AAW56613.1)。 

昆虫 FoxA 蛋白 的 多 序列 比 对 结果 显示 ， 
HarmFoxAl 只 含有 DNA 结合 域 而 无 传统 的 转录 激 
活 域 ,但 是 HarmFoxAl 序列 中 第 41 -65 MAMAR 
含量 为 24% ,可 能 是 肺 氮 酸 富 集 的 转录 激活 结构 
域 。 已 发 表 的 HarmFoxA 序列 含有 DNA 结合 域 和 
转录 激活 域 ,这 两 个 位 置 非 依赖 的 转录 激活 域 对 于 
调控 下 游 基因 的 转录 过 程 及 其 重要 (Pani et al., 
1992) 。FoxA 系统 进化 发 育 分 析 结 果 显 示 
HarmFoxAl 并 不 与 其 他 昆虫 FoxA 蛋白 聚 在 一 支 ,而 
是 在 FoxA 亚 家 族 发 育 早期 独立 进化 。 考 虑 到 
HarmFoxAl 和 HarmFoxA 诸多 不 同 之 处 ,我 们 利用 相 
同 的 软件 对 HarmFoxA 进行 亚 细 胞 定位 分 析 时 发 现 
该 蛋白 位 于 细胞 核 中 的 可 能 性 最 高 ,这 与 已 报道 的 
HarmFoxA 存在 于 棉铃 虫 细 胞 核 的 结果 (Bao et al., 
2011) 相 一 致 。 和 蛋白 的 翻译 和 修饰 在 核糖 体 中 进 
行 ,成熟 蛋白 在 NLS 的 指引 或 由 丝 裂 原 活化 蛋白 激 
酶 (MAPK ) 信号 途径 介 导 下 进入 细胞 核 。 研究 表 
BH, MAPK 途径 中 的 激酶 使 FoxA 的 保守 Ser 和 Thr 
DEBRA, MMT JEPE FoxA 在 细胞 质 和 细胞 核 间 
的 穿梭 (Ma et al., 2018), 4% HarmFoxAl 的 亚 细 
胞 定位 分 析 结 果 显 示 其 可 能 分 布 于 细胞 质 中 ,但 
HarmFoxAl 含有 5 个 磷酸 化 位 点 ,能 被 蛋白 激酶 G 
(PKG) MAPK 和 INSR 磷酸 化 ,因此 HarmFoxAl 4 
白 也 有 可 能 是 通过 MAPK 信和 号 途径 进入 细胞 核 ,这 
还 需 进行 亚 细 胞 定位 试验 进一步 确认 。 

HarmFoxAl 核心 区 域 是 以 人 的 白介素 增强 子 结 
合 因 子 (ILF, PDB; 2C6Y ) 为 模板 进行 预测 ,ILF 中 































































































索 动物 如 斑马 鱼 Denio rerio FoxAl 只 有 首 字 母 和 亚 
家 族 是 大 写 (Klaus et al., 2000), ELH PRI FKH 
AAA SGF1 发 现 较 早 ,目前 这 两 个 蛋白 仍 沿用 原 
始 命名 ,但 这 两 个 物种 中 的 其 他 Fox 亚 家 族 蛋 白 的 
命名 方式 同样 符合 该 规范 。 

FoxA 作为 家 族 中 最 早 被 发 现 的 蛋白 , 目前 已 在 
多 种 生物 体内 被 鉴定 。 不 同 生 物体 内 FoxA 蛋白 的 
种 类 各 不 相同 ,通常 哺乳 动物 的 Foxa 中 只 有 3 种 























含有 一 个 FH 同 源 结构 域 , 故 又 名 FOXK1 ,该 蛋白 能 
以 同 源 二 聚 体 的 形式 与 白介素 2 启动 子 中 富 含 味 吟 
的 调控 基 序 结合 。ILF 的 H3 螺旋 识别 DNA KA P 
的 核心 序列 ,W1 环 与 DNA 的 小 沟 相 互 作 用 ,并 且 T 
转角 与 DNA 的 磷酸 基 团 形 成 离子 键 ,而 H4 螺旋 取 
代 了 人 FOXA3 的 W2 环 (Tsai et al., 2006) 。 预 测 
的 HarmFoxAl 三 级 结构 中 93. 3% 的 氨基 酸 位 于 最 
佳 有 利 区 域 , 旦 核心 区 域 含有 4 个 a 螺旋 ,3 个 B 折 
车 片 .10 个 B 转角 和 2 个 ~y 转角 ,因此 该 三 级 结构 
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是 可 信和 且 合 适 的 。 同样 地 , 利用 相同 软件 对 
HarmFoxA 进行 三 级 结构 预测 ,结果 显示 HarmFoxA 
单 体 的 核心 区 域 由 5 个 a 螺旋 、3 个 B Pre Hr 10 
个 BB 转角 和 4 个 yy 转角 组 成 。HarmFoxAl 和 
HarmFoxA 蛋白 的 三 级 结构 分 析 结 果 不 相似 ,这 可 能 
会 使 两 个 蛋白 识别 不 同 的 核酸 序列 ,从 而 调控 不 同 
基因 的 转录 。 

FoxA 蛋白 可 在 生物 体 的 多 个 组 织 中 都 表达 ,也 
可 只 在 特定 组 织 中 表达 。 果 晶 FKH 在 肠 道 、 马 氏 
管 . 唾 腺 和 神经 系统 都 有 表达 ,家 和 在 SGF1 在 肠 道 、 
丝 腺 体 和 神经 系统 中 都 存在 (Weigel et al., 1989a; 
Kokubo et al., 1996) ; 而 大 鼠 的 HNF-3A 只 表达 于 肝 
脏 组 织 , 在 大 脑 、 肾 脏 、 肠 或 脾脏 中 不 表达 ,这 是 可 能 
由 HNF-3A 的 细胞 特异 性 转录 调控 引起 的 (Lai et 
al., 1990) 。 本 研究 发 现 HarmFoxAl 在 棉铃 虫 低龄 
和 老 熟 幼虫 体内 表达 ,而 在 4 龄 和 5 龄 幼虫 体内 不 
表达 ;HarmFoxAl 在 6 龄 幼虫 的 脂肪 体 . 中 肠 和 体 壁 
中 表达 ,而 头 部 检测 不 到 转录 本 。 果 蝇 FKH 在 胚胎 
发 育 时 期 和 变态 过 程 前 期 高 表达 , 且 分 别 响应 母 本 
效应 基因 和 省 醇 激 素 的 调控 ( Weigel et al., 1990; 
Renault et al., 2001), HarmFoxAl 在 棉铃 虫 1 -3 HS 
幼虫 期 的 表达 量 相 对 较 低 (图 7), 这 可 能 是 
HarmFoxAl 在 胚胎 发 育 时 高 表达 并 延伸 至 胚 后 发 育 
早期 ;棉铃 虫 预 贤 期 是 幼虫 至 晴 的 过 渡 阶 段 ,也 是 参 
与 变态 发 育 所 需 相 关 激 素 变 化 较 大 的 时 期 (Zhao et 
al., 2006) ,此 时 幼虫 体内 20- 羟 基 赔 皮 激 素 含量 
高 ,从 而 调控 HarmFoxAl 的 表达 量 增加 。 有 脂肪 体 是 
昆虫 生长 发 育 和 变态 发 育 中 代谢 活动 的 中 心 组 织 ， 
其 中 含有 多 种 类 型 的 细胞 ,可 在 激素 作用 下 发 生变 
态 ( 吴 秋 雁 , 1981; PERL AINE, 2016) ; 肠 组 织 是 
昆虫 消化 食物 .吸收 养分 和 能 量 代谢 的 主要 需 官 , 且 
肠 道 的 结构 随 着 昆虫 不 同 发 育 阶段 有 很 大 的 变异 
( 张 染 红 等 , 2007) ; 体 壁 作为 昆虫 的 外 骨骼 ,是 肌肉 
附着 和 保护 内 脏 的 天 然 支撑 , 且 体 壁 随 着 昆虫 的 生 
长 发 育 不 断 地 周期 性 赔 皮 和 再 生 ( 朱 斌 等 , 2013 ) 。 
6 龄 幼虫 的 脂肪 体 、 肠 道 和 体 壁 响应 20- 羟 基 晓 皮 激 
素 调 控 , 为 变态 发 育 时 这 些 组 织 的 消失 缩短 和 硬化 
做 准备 。 

研究 表明 , 夜 蛾 FoxA 能 够 响应 外 界 环境 的 变 
化 ,缩短 光照 时 间 会 导致 棉铃 虫 肾 期 浪 育 ， 
HarmFoxA 借 白 含量 在 正常 光照 时 间 的 非 浪 育 肾 中 
明显 高 于 短 光照 时 间 的 滞 育 肾 ( Bao et al., 2011) ; 
不 同 的 夜 蛾 细胞 系 对 Cryl Ac 毒素 的 敏感 性 不 同 , 斜 
纹 夜 蛾 HP 细胞 的 敏感 性 高 于 草地 贪 夜 蛾 

















































































































Spodoptera frugiperda 的 Sf9 细胞 系 ,而 Fox4 在 HP 
细胞 中 的 表达 水 平 明 显 高 于 在 Sf9 细胞 中 的 表达 水 
平 (Li et al., 2017) 。2-TD 作为 一 种 植物 次 后 物质 
使 棉铃 虫 幼虫 HarmFoxAl 的 表达 量 在 处 理 6 h 后 显 
著 降 低 ,而 在 48 h 后 明显 高 于 对 照 组 ,这 一 结果 表 
明 HarmFoxAl 参与 棉铃 虫 响应 2-TD 的 代谢 通路 。 
2-TD 处 理 可 以 提高 棉铃 虫 CYP6B6 的 表达 量 ,是 因 
为 CYP6B6 启动 子 中 含有 2-TD 响应 元 件 (Li et al., 
2014) 。 沉 默 CYP6B6 的 表达 ,使 棉铃 虫 的 赔 皮 和 变 
态 过 程 受 阻 , 因 此 CYP6B6 参与 了 棉铃 虫 赔 皮 激 素 
代谢 通路 (Zhao et al., 2016) 。 在 分 析 CYP6B6 的 2- 
TD 响应 元 件 时 , 发现 其 中 含有 人 FOXA2 FR e 
FKH 的 结合 位 点 。 研 究 表明 ,FoxA 识别 DNA 主要 
依靠 H3 螺旋 ,但 不 同 种 类 FoxA 结合 的 DNA 序列 
不 一 致 ,关于 结合 的 DNA 特异 性 可 能 是 由 保守 程度 
较 低 的 W2/H4 区 域 调控 的 (Clark et al., 1993; Tsai 
et al., 2006), HarmFoxAl 和 HarmFoxA 的 序列 和 结 
构 不 同 ,结合 的 DNA 序列 也 可 能 不 一 致 。 因 此 ， 
HarmFoxAl 能 否 与 CYP6B6 启动 子 中 的 FOXA2 和 
FKH 位 点 结合 还 需 进 一 步 验证 。 
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